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(54) Verfahren und Vorrichtung zur Ermittlung und Uberwachung des physiologischen 
Zustandes milcrobieller Kuituren 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Uber- 
wachung des physiologischen Zustandes mlkrobleller 
Kuituren in einem geschQttelten MeBkolben unter steri- 
len Bedingungen, wobel der MeBkolben in einer Spul- 
phase zur Versorgung der mikroblellen Kuituren mit Gas 
durchstromt wird, anschlieBend in einer MeBphase der 
Gasstrom in den Gasraum des MeBkolbens mit minde- 
stens einem Absperrmittel unterbrochen und mit minde- 
stens einem MeBwertgeber mindestens eine fur die 
Atmungsaktivltdt der Kultur aussagekraftige MeBgroBe 
erfaf^ wird, die nach Umsetzung in ein elektrisches 
Signal in einem Steuerrechner verarbeitet wird. AuBer- 
dem betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur Durch- 
f Ohrung dieses Verfahrens. 

ErfindungsgemdB wird vorgeschiagen, da3 jede 
MeBgrdBe durch eine sterile Trennung zwischen dem 
Gasraum des MeBkolbens und dem MeBwertgeber hin- 
durch erfaBt wird. 
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Beschreibung 



[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ermittlung und Uberwachung des physiologischen Zustandes mikrobi- 
eller Kutturen durch quasikontinuierliche Messung der Atmungsaktivrtdten in einem geschuttetten MeBkolben unter ste- 

5 rilen Bedingungen, wobei der MeBkolben in einer Spulphase zur Versorgung der mikrobiellen Kutturen mit Gas 
durchstromt wird, anschiieBend in einer MeBphase der Gasstrom in den Gasraum des MeBkoibens mit mindestens 
einem Abspen-mittel unterbrochen und mit mindestens einem MeBwertgeber mindestens eine fur die Atmungsaktivitdt 
aussagekrdftige MefBgroBe erfaBt wird. die nach Umsetzung in ein elektrisches Signal in einem Steuen-echner verar- 
beitet wird. AuBerdem betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur Durchfuhrung dieses Verfahrens. 

10 [0002] Aus der DE 44 1 5 444 A1 ist ein derartiges Verlahren sowie eine Vorrichtung zu dessen Durchfuhrung bekannt. 
Der Abfall des Sauerstoffpartlaldruckes in dem Gasraum des uber ansteuerbare Ventile geschlossenen MeBkolbens 
wird mittels einer sterilisierbaren p02-Elektrode gemessen und in dem Steuerrechner in die Sauerstofftransferrate 
(OTR) umgerechnet. Weitere fur die Atmungsaktivitat der Kultur aussagekrdftige MeBgrdBen lassen sich mit dem 
bekannten Verfahren und der Vorrichtung nicht ermitteln. Daher lassen sich einige, fur die Ermittlung und Uberwachung 

15 des physiologischen Zustandes der mikrobiellen Kultur wichtige Fragen, wie beispielsweise das Vorliegen einer Sauer- 
stofflimitierung bzw. die Art der verstoffwechselten Kohlenstoffquelle, nicht beantworten. 

[0003] Nachteilig bei dem bekannten Verfahren und der Vorrichtung zu dessen Durchfuhrung ist, daB ein Ausfall der 
p02-Elektrode zum vollstSndigen Abbruch des Versuchs zwingt. da sie nicht gewechselt werden kann, ohne die Kultur 
zu kontaminleren. 

20 [0004] AuBerdem ist die Genauigkeit der Messung vielfach nicht ausreichend, da zur exakten Berechnung der Sau- 
erstofftransferrate (OTR) der Respirationsqoutient (RQ) mdglichst wdhrend der gesamten Messung bekannt sein sollte. 
[0005] Ausgehend von diesem Stand der Technik liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zu dessen Durchfuhrung vorzuschlagen, die die vorgenannten Nachteile nicht aufweist. 
[0006] Die Aufgabe wird erf indungsgemdB durch die Merkmale des Anspruchs 1 und 8 gel6st. Die erfindungsgemdBe 

25 MaBnahme erhdht auf verbluffend einfache Art und Weise wirkungsvoll die MeBgenauigkeit des Verfahrens und der 
Vorrichtung. Dies ist besonders bei schwach atmenden mikrobiellen Kulturen wichtig. 

[0007] Das Verfahren eriaubt erstmals den Einsatz nicht sterilisierbarer MeBwertgeber (Sterilisierbedingungen: 
T=12rC. p(absolut)=2bar), so daB nun auch kompaktere und damit leichtere MeBsonden venvendet werden k6nnen. 
die zudem wesentlich genauer arbeiten und eine bessere Auf Idsung aufweisen. 
30 [0008] Ein weiterer Vorteii besteht darin, defekte MeBwertgeber wdhrend eines Versuchs auswechsein zu kOnnen, 
ohne die im MeBkolben befindliche mikrobielle Kultur zu kontaminieren. 

[0009] SchlieBlich ist es aufgrund der steriltechnischen Trennung nicht mehr erfbrderlich. die MeBwertgeber wdhrend 
des Sterilisierens des MeBkoIbens zwischen zwei Versuchen von ihrer Energieversorgung zu trennen. Infolgedessen 
entfdilt die bei dem bisherigen Verfahren und der zugehdrigen Vorrichtung notwendige Polarisationszeit der MeBwert- 

35 geber, so daB die Messung sofbrt nach AbschluB der Sterilisation gestartet werden k6nnen. 

[0010] In einer Ausgestaltung der Erfindung nach Anspruch 2 wird neben der mit dem bekannten Verfahren bereits 
ermittelten Sauerstofftransfen-ate (OTR) nun auch gleichzeitig eine weitere fur die Ermittlung und ObenA/achung des 
physiologischen Zustandes mikrobieller Kulturen wichtige MeBgrOBe, die Kohlendioxidtransferrate (CTR). erfaBt. 
Hierzu wird ein KohlendioxidmeBwertgeber eingesetzt, der vorzugsweise nach dem Infrarotprinzip arbeitet. 

40 [001 1] Durch die erf indungsgemdBe MaBnahme. den Gasraum steriltechnisch von dem MeBwertgeber zu trennen. 
ist alternativ der Gebrauch von hochprdzisen, jedoch nicht sterilisiert>aren Miniaturdrucksensoren mdglich. Mit dem 
Drucksensor bestimmt man den Gesamtdruck im Gasraum des MeBkoIbens. Wahrend der MeBphase kann sich der 
Gesamtdruck ^ndern. wenn z.B. die mikrobielle Kultur mehr Sauerstoff einatmet als Kohlendioxid ausatmet. Mit dem 
parallel gemessenen Sauerstoffkonzentrationsabfall Oder Sauerstoffpartialdruckabfall als MeBgrdBe fur die Sauerstoff- 

45 transferrate (OTR) wird die Kohlendioxidkonzentrationsdnderung. und damit die Kohlendioxidtransferrate (CTR) vom 
Steuerrechner ermrttert. 

[0012] Die gleichzeitige Ermittlung der Kohlendioxidtransferrate (CTR) ermogiicht es. daB im Steuerrechner aus der 
gemessenen Sauerstofftransferrate sowie der Kohlendioxidtransferrate der Respirationsquotientder rrdkrobieilen Kultur 
enrechnet wird. Aufwendige Fermentationen in gerOhrten Bioreaktoren (Fermentervolumen >1 L, mit Abgasanalytik). die 

50 bisher fur die Bestimmung des Respirationsquotierrten (RQ) n6tig waren. sind nun nicht mehr notwendig. Da geschut- 
telte MeBkolben einfacher zu handhaben sind (schnell sterilisiert>ar, kleine Fullmenge, kleines Gewicht in groBer Zahl 
parallel betreibbar) als geruhrte Fermenter. lassen sich bei der RQ^Bestimmung mit dem erfindungsgemdBen Verfah- 
ren Zeit und Kosten einsparen. Weiterhin liefert die laufende Berechnung des Respirationsquotients (RQ) fortlaufend 
Informatbnen. beispielsweise uber die Art der Nahrstoffquelle, die von den mikrobiellen Kulturen assimiliert wird bzw. 

55 Ober die gerade dominierende Stoffwechselreaktion. 

[0013] Mit dem kontinuierlich errechneten Respirationsquotienten (RQ) kann auBerdem die Zusammensetzung des 
Spulgases besser als bei dem bekannten Verlahren der Zusammensetzung in einem normalen. konventionellen Schut- 
telkolben angeglichen werden. Folglich lassen sich die MeBergebnissedes eifindungsgemSBen Verfahrens korrekt auf 
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die Verfahren mit normalen konventioneilen SchDtkelkolben Qbertragen. 

[0014] SchlieBlich bietet das erf indungsgemSBe Verfahren in Ausgestaltung der Anspruche 2 und 3 die MGglichkeit, 
nicht nur die Sauerstoff- und Kohlendioxidtransferrate zu ermlttein und den Respirationskoeffizienten zu errechnen. 
sondern auch eine Fermentation in geschuttelten MeBkolben nach einer dieser GrdBen zu regeln. Als StellgrdBe kann 
5 beispielsweise die Gaszusammensetzung im Gasinnenraum fungieren. 

[0015] Eine mikrobielle Kultur ger^t in Sauerstofflimitierung, wenn die geldste Sauerstoffkonzentration in der mikro- 
biellen KulturlOsung unter einen fur diese Kultur kritischen Wert fdllt. Die Sauerstofflimitierung wirkt sich wie folgt auf 
die mikrobielle Kultur aus: 

10 ' Die Kuitur wachst langsamer, wird aber ansonsten nicht beeinfluf^. 

Die Kultur schaltet teilweise auf einen anaeroben Stoffwechselweg urn und bildet ungewollte Nebenprodukte (z.B. 
Lactat, EtOH, usw.). 

Die Kultur schaltet ihren Wertproduktsloffwechsel vollkommen ab Oder um. 
Die Kultur stirbt ab. 

15 

[0016] Alia vier F3lle sind in der industriellen Fermentation nicht enAoinscht. Daher ist es wichtig, eine Sauerstofflimi- 
tierung zu erkennen und zu vermeiden. 

[0017] Die zur Beurteilung mikrobieller Kulturen wichtige Frage, ob eine Sauerstofflimitierung vorliegt. Ia()t sich mit 
Hilfe des erfindungsgemSBen Verfahrens in Ausgestaltung des Anspruchs 4 beantworten. HIerzu wird vorzugsweise in 
20 der MeBphase der Sauerstoffpartialdruck mit einer p02 - Elektrode gemessen und aus dem zeitlichen Verlauf des 
Signals der p02 - Elektrode mit Hilfe des Steuerrechners eine Sauerstofflimitierung signalisiert: Bei einem linearen 
Abfall des Signals liegt keine Sauerstofflimitierung vor. Eine logarithmische Form der Abfallkurve deutet indes auf eine 
Sauerstofflimitierung hin. 

[0018] Eine weitere Steigerung der MeBgenauigkeit laBt sich erzielen. wenn durch eine Betriebsweise der herkSmm- 
25 lichen, an sich bekannten Magnetventile gemaB den Merkmalen des Anspruchs 5 deren schddliche Wdrmeentwicklung 
vemngert wird. 

[001 9] Die WdrmeentwickJung ISBt sich auBerdem dadurch reduzieren. wenn sowohl der EinlaB als auch der AuslaB 
fur das Spulgas als Absperrmittel herkommliche 3/2 Wege-Magnetventile aufweisen. die wahrend der MeB* und der 
Sputphase mit dem Spulgas durchstrOmt wetden. 

30 [0020] Um die Dichtigkeit der MeBkolben zu testen, wird in einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung vorgeschla- 
gen, daB vor der Ermittlung und Ubenwachung des physiologischen Zustandes einer mikrobiellen Kultur der MeBkolben 
mit einem Spulgas, beispielsweise Stickstoff. gespult wird und nach dem SchlieBen der Absperrmittel, beispielsweise 
der Magnetventile, von Aus- und EinlaB mit mindestens einem der MeBwertgeber, beispielsweise einen Sauerstoffsen- 
sor, in Vertindung mit dem Steuerrechner eine etwaige Anderung der Zusammensetzung des Spulgases signalisiert 

35 wird. 

[0021] Bleibt die Zusammensetzung des Spulgases gleich, ist der MeBkolben dicht und die Messung kann gestartet 
warden. Andert sich die Zusammensetzung, mOssen die Dichtungen der MeBkolben uberpruft werden. Mit dieser 
Methode IdBt sich zuverldssig sicherstellen, daB keine MeBwerte aufgrund von Undichtigkeiten der MeBkolben ver- 
faischt werden. 

40 [0022] Eine vorteilhafte Vonichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens ergibt sich aus den Merkmalen des Anspruchs 
8. 

[0023] Wenn das Trennmittel als Sterilf liter ausgebildet ist und der MeBwertgeber in eine an dem MeBkolben ange- 
ordnete Halterung einsetzbar ist ist es mOglich, den MeBkolben ohne die MeBwertgeber zu sterilisieren. Erst nach der 
Sterilisation werden die MeBwertgeber wieder eingesetzt und sind sofort einsatzbereit. 

45 [0024] Eine optische Erfassung der Gaskonzentration ermdglicht eine Vorrichtung nach Anspruch 10. 

[0025] Das mit dem SchCitteltablar zu bewegende Gewicht und die Kosten der Vorrichtung lassen sich reduzieren, 
indem der AuslaB fur das Spulgas und das dem AuslaB zugeordnete Absperrmittel als Diff usionsrohr mit einer Mindest- 
Idnge von 10 mm ausgebildet ist. AuBerdem reduziert sich die Stdranfdiligkeit der Vorrichtung durch den Fortfall eines 
mechanischen Absperrmittels im AuslaB. 

so [0026] Das Diffusionsrohr ist beim SchlieBen des Absperrmittels am EinlaB mit einem Gas bekannter Zusammen- 
setzung gefullt. Wahrend der Messung finden Druck- und Konzentrationsausgteichsvorgdnge zwischen Gasinnenraum 
und Umgebung statt, die im Steuerrechner beruckslchtigt werden, so daB auch ohne ein Ventil im AuslaB genaue 
Atmungsraten bestimmt werden kdnnen. Das Diffusionsrohr kann eine FQIIung. beispielsweise Watte, enthatten, die 
zugleich als Sterilbarriere fur den AuslaB dient. 

55 [0027] Eine weitere Steigerung der MeBgenauigkeit I^Bt sich erzielen, indem anstelle der herkOmmlichen Magnet- 
ventile an sich bekannte Niedrig-Energie-Ventlle, zum Beispiel Impuls- Oder Niedenwath^entile, an dem Ein- und/oder 
AuslaB des MeBkolbens vorgesehen werden. 

[0028] Der Einsatz von Inpulsventilen reduziert eine unenvQnschte WdrmeentwicMung an den Ventilen, da nur zum 
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Schalten Energie benfitigt wird. Da der Schaltvorgang nur Sekundenbruchteile dauert, wird fast keine Warmeleistung 
vom Impulsventil abgegeben. 

[0029] Urn die stdranfalligen, weil einer dauernden Belaslung durch die Schuttelbewegung ausgesetzten. Kabelver- 
bindungen zu den Absperrmittein zu vermeiden. hat es sich als vorteilhaft herausgestellt, die Energie zu deren Betati- 
gung von der ruhenden Umgebung auf das Schutteltablar drahtlos zu ubertragen. Zur drahtlosen Energieubertragung 
kommt beispielsweise ein System aus einer Solarzelle und einer Llchtquelle Oder ein induktives Energieubertragungs- 
system in Frage. 

[0030] Die Ubertragungssicherheit der elektrischen Signale von den MeBwertgebern zu dem Steuerrechner Ia3t sich 
dadurch erhohen, daB Verstarker der MeBwertgeber und Analog/Digital-Wandler fur die analogen elektrischen Signale 
der MeBwertgeber auf dem Schutteltablar angeordnet sind. Diese MaBnahme bewirkt, daB nur digitale eleklrische 
Signale das Schutteltablar verlassen. die bekanntlich wesentlich unempfindiicher als die analogen Signale sind. 
[0031] Die Betriebssicherheit der erf indungsgemaBen Vorrichtung laBt sich wirksam steigern, Indem die Ubertragung 
der elektrischen Signale der MeBwertgeber drahtlos ist. beispielsweise mit einem Infrarot-Sender-Empfanger-System 
Oder einer Funkstrecke. AuBerdem wird die Handhabung der MeBkolben durch eine drahtlose Signalubertragung ver- 
einfacht, wenn die elektrischen Signale bereits vom MeBwertgeber ausgehend ubertragen werden. Ein Verkabein der 
MeBwertgeber entfailt, beispielsweise wenn man die MeBkolben von dem SchOtteltablar nimmt, urn die Kultur anzuimp- 
fen. 

[0032] Nachfblgend wird die Erf indung anhand der Figuren 1 bis 5 naher eriautert: 

[0033] Fig. 1 zeigt eine prinzipielle Darstellung einer Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens. Die Vorrichtung besteht im wesentlichen aus MeBkolben 1 , die auf einem Schutteltablar 2 angeordnet sind. Jeder 
MeBkolben 1 besitzt einen EinlaB 3 sowie einen AuslaB 4 fur ein Spulgas. Sowohl der Ein- als auch der AuslaB 3, 4 sind 
durch ein Magnetventil 5. 6 wahrend der MeBphase verschlieBbar. 

[0034] Oberhalb der Kultur sind an den MeBkolben 1 ein MeBwertgeber 8 in Form einer SauerstoffmeBsonde sowie 
ein MeBwertgeber 9 in Form einer KohlendioxidmeBsonde angeordnet. Zwischen beiden MeBwertgebern 8, 9 und dem 
Gasraum 7 ist ein in Figur 1 nicht erkennbares, jedoch detailliert in den Figuren 2 und 3 dargestelltes steriles Trennmtt- 
tel angeordnet. 

[0035] Die in Figur 1 gestrichelt dargestellten Linien deuten die Ubertragungswege der elektrischen Signale der MeB- 
wertgeber 8 bzw. 9 und einer Qasmischbatterie 1 1 sowie der Energie zu den Mangnetventilen 5. 6 an. Die Veraibeitung 
der elektrischen Signale der MeBwertgeber 8, 9 sowie die Ansteuerung der Ventile 5, 6 und der Qasmischbatterie 1 1 
erfolgt uber einen Steuerrechner 12. Ferner befinden sich im Ein- und AuslaB 3, 4 Sterilfilter 13. 
[0036] Die steriltechnische Trennung der SauerstoffmeBsonde 8 wird nachfolgend anhand von Figur 2 eriautert. 
AuBen auf einem Ansatz 28 des MeBkolbens 1 ist ein Verbindungsstuck 14 aufgeschraubt. An dem Verbindungsstuck 

14 ist ein Stutzen 15 mit einem Innengewinde 16 angeformt, das ein zylindrisches Haltestuck 17 mit jeweils an den 
Stirnseiten angeordneten AuBengewinden 18, 19 aufnimmt. Vordem Einschrauben des Haltestucks 17 in den Stutzen 

15 wird ein handeisublicher Sterilfilter 22 in den Stutzen 15 eingelegt. Wie insbesondere aus Figur 2 (A) ersichtlich. 
kommuniziert der Gasraum 7 uber einen sich trichterfermig in Richtung des Sterilfilters 13 erweiternden DurchlaB 23 
mit dem durch die SauerstoffmeBsonde gasdicht abgeschlossenen Innenraum 24 des Haltestucks 17. AnschlieBend 
wird das Haltestuck 17 stirnseltig mit einem Deckel 25 verschlossen. 

[0037] Die Ausfuhrungsform nach Figur 3 unterscheidet sich von der nach Figur 2 darin, daB anstelle einer elektro- 
chemischen SauerstoffmeBsonde (8) ein optoelektronischer MeBwertgeber fur die Bestimmung der Sauerstoffkonzen- 
tration Einsatz findet. Anstelle des Sterilfilters 22 ist das Trennmittel als eine Scheibe 26 ausgebildet auf deren dem 
Gasraum 7 zugewandten Seite eine Indikatorschicht 27 aus Fluoreszensfarbstoff dauerhaft aufgebracht ist. Andert sich 
die Sauerstoffkonzentration im Gasinnenraum 7, reagiert die Indikatorschicht 27 mit einer Anderung der durch sie aus- 
gesandten elektromagnetischen Strahlung im optischen Bereich. Damit andert sich das von dem optoelekronischen 
MeBwertgeber 8 abgegebene elektrische Signal, 

[0038] Wie bereits eingangs enivahnt, kann in einer Ausfuhrung der Erf indung, wie sie Figur 1 zeigt. eine Sauerstoff- 
limitierung erkannt werden, ohne die Gelost-Sauerstoffkonzentration in der KulturlOsung direkt zu messen. 
[0039] Die Sauerstofftransferrate (OTR) berechnet sich wie folgt: 

07K = ^.^i- Pormel 1 

dt V/iRT 



dpOafclt Oifferentialquotient [bar/min] 
Vg Qasvolumen des MeBkolbens [ml] 
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Flussigkeitsvolumen des MeBkolbens [ml] 
T Temperatur [K] 

R Gaskonstante [barl/mol/K] 

[0040] Aus der Form der Abfallkurve des Sauerstoffjpartialdrucks in der MeBphase Id6t sich entnehmen. ob der Sau- 
erstofftransport von der Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit der Mikroorganismen (reaktionsllmitiert) abhSngt Oder 
von dem Stoftubergang (Gasphase zu Fliissigphase) (stoffubergangslimitiert) Im ersten Fall ist der Sauerstoffver- 
brauch unabhdngig von dem treibenden Partiatelructoiefdile, d.h. der Differentialquotient aus der Formel 1 kann durch 
einen Orfferenzenquotient ersetzt werden: 



^^OTK-^^^ Formel 2 
At Vg 



[0041] Formel 2 zeigt. da(B bei einem linearen Sauerstoffpartialdruckabfall in der Mef3phase keine Sauerstofflimitie- 
rung der Kultur vorilegt, wie dies das Diagramm in Figur 4 zeigt. 

[0042] Liegt eine Sauerstofflimitierung vor (stoffubergangslimitiert), so ist der Sauerstoffverbrauch nicht mehr unab- 
20 hangig von dem treibenden Parttaldruckgefdile und die Gleichung fur den Partialdruckabfall in der MeBphase sieht wie 
fblgt aus: 



P£lL^kLa^}t^ Formel 3 
At Vg'He 



k^a volumetrischer Stoffdurchgangskoeffizient [1/h] 

He Henry'sche Kbnstante [bar*l/mol] 

Po2i Sauerstoffpartialdruck am Anfang der MeBphase [bar] 

P022 Sauerstoffpartialdruck am Ende der MeBphase [bar] 



[0043] DIese Abhdnglgkeit von dem treibenden Partialdruckgefaile fuhrt zu einer nicht linearen Kurvenform (vgl. Figur 
4). 

[0044] Werden an dem Ein- und AuslaB der Vorrichtung handelsubliche Magnetventile (3/2-Wegeventile) 5, 6, wie aus 
Figur 5 erkennbar, benutzt, kann durch Kbppein der Magnetventile 5, 6 eine Kuhlwirkung erzielt werden. Hierzu verbin- 
40 det man den Ausgang A1 (stromlos often) des Magnetventils 5 am EiniaB 3 mit dem Ausgang Al des Magnetventils 6 
am AuslaB 4. Hierdurch wird sichergestellt, daB wdhrend der MeBphase (die Ventile sind stromlos) die Ventile 5,6 mit 
Gas durchstrOmt werden. Das DurchstrOmen der Ventile 5, 6 bewirkt, daB sie schneller abkQhIen, da sie sich wahrend 
der SpOlphase (Ventile werden mit Strom versorgt) enwdrmt haben. Durch dieses Verfahren. wird die Warme nicht an 
den Gasraum 7 des MeBkolbens 1 abgegeben, sondern an das SpQIgas, welches die Magnetventile 5, 6 durchstrOmt. 

45 



Bezugszeichenllste: 


MeBkolben 


1 


Schutteltablar 


2 


EinlaB Spulgas 


3 


AuslaB SpQIgas 


4 


Magnetventil EinlaB 


5 


Magnetventil AuslaB 


6 



c 
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(fortgesetzQ 



Bezugszeichenliste: 


Gasraum 


7 


MeBwertgeber (SauerstoffmeBsonde) 


8 


MeBwertgeber (KohtendioxidmeSsonde) 


9 


-- 


10 


Gasmischbatterie 


11 


Steuerrechner 


12 


Sterilfilter (EinlaB / AuslaB) 


13 


Verbindungsstuck 


14 


Stutzen 


15 


Innengewinde 


16 


Haltestuck 


17 


AuBengewinde 


18 


AuBengewinde 


19 


- 


20 


Stirnfldche 


21 


Sterilfilter 


22 


DurchlaB 


23 


Innenraum 


24 


Deckel 


25 


Scheibe 


26 


Indikatorschlcht 


27 


Ansatz am Glaskolben 


28 



PatentansprQche 

1. Verfahren zur Ermittlung und Uberwachung des physiologischen Zustandes mikrobieller Kulturen durch quasikon- 
tinuierliche Messung der Atmungsaktlvitdten in einem geschuttelten MeBkolben (1) unter sterilen Bedingungen. 
wobei der MeBkolben (1) In einer Spulphase zur Versorgung der mikroblellen Kulturen mit Gas durchstromt wird. 
anschlieBend in einer MeBphase der Gasstrom In den Gasraum (7) des MeBkolbens mit mindestens einem 
Absperrmittel (5, 6) unterbrochen und mit mindestens einem MeBwertgeber (8, 9) mindestens eine fur die 
AtmungsaWivitat aussagekraftige MeBgroBe erfaBt wird, die nach Umsetzung in ein elektrisches Signal in einem 
Steuerrechner (12) verarbeitet wird. dadurch gekennzeichnet. daB jede MeBgrdBe durch eine sterile Trennung 
(22. 26) zwischen dem Gasraum (7) des MeBkolbens (1) und dem MeBwertgeber (8. 9) hindurch erfaBt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. daB in der MeBphase mit Hitfe eines ersten MeBwertge- 
bers (8} eine fur die Sauerstofftransferrate (OTR) aussagekrdftige MeBgrdBe und mit Hilfe eines zweiten MeBwert- 
gebers (9) eine fQr die Kohlendioxidtransfen-ate (CTR) aussagekrdftige MeBgrdBe erfaBt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennz ichnet. daB im Steuerrechner (7) aus der erfaBten Sauerstoff- 
transferrate sowie der Kbhlendioxidtransferrate der Respirationsguotient (RQ) der mikrobiellen Kultur errechnet 
wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bfs 3, dadurch gekennzeichnet, daB in der MeBphase der Sauerstoffpar- 
tialdruck mit dem ersten MeBwertgeber erfaBt und aus dem zeitlichen Verlauf des Signals des MeBwertgebers mit 
Hilfe des Steuerrechners (7) eine Sauerslofflimitierung signalisiert wird. 
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5. Veiiahren nach einem der Anspruche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet. daB zumindest der EinlaB (3) fQr das 
Spulgas in den MeBkolben (1) als Absperrmittel ein Magnetventil (5) aufweist, bei dem nach dem Schaltvorgang 
zwischen Spiil- und MeBphase die hierzu erforderliche Schaltspannung auf eine Haltespannung reduziert wird. 

5 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB sowohl der EinlaB (3) als auch der 
AuslaB (4) fur das Spulgas als Absperrmittel 3/2 Wege-Magnetventile aufwelsen, die wdhrend der MeB - und der 
SpQIphase mit dem SpQIgas durchstrOmt werden. 

7. Verlahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB vor der Ermitllung und Obenwachung 
10 des physiologischen Zustandes einer mikrobiellen Kultur der MeBkoiben (1) mit einem Spulgas gespult wird und 
nach dem SchlieBen der Absperrmittel (5, 6) von Aus- und EinlaB (3, 4) mit mindestens einem der MeBwertgeber 
(8, 9) in Verbindung mit dem Steuerrechner (7) eine etwaige Anderung der Zusammenselzung des Spulgases 
signallsiert wird. 

15 8. Vorrichtung zur DurchfOhrung des Verlahrens nach Anspruch 1 mit mindestens einem auf einem Schulteltablar (2) 
angeordneten MeBkolben (1) mit einem Ein- und einem AuslaB (3, 4) fur ein Spulgas, wobei zumindest dem EinlaB 
ein Absperrmittel (5) zugeordnet ist, mindestens einem MeBwertgeber (8. 9) zur Erfassung einer aussagekrSftigen 
MeBgrdBe fiir die Almungsaklivitat einer mikrobiellen Kultur in dem MeBkolben (1) sowie einem Steuerrechner (12) 
fur die Verarbeitung der elektrischen Signale jedes MeBwertgebers (8. 9), dadurch gekennzeichnet. daB zwi- 

20 schen jedem MeBwertgeber (8, 9) und dem Gasraum (7) des MeBkoIbens (1 ) ein steriles Trennmittel (22, 26) ange- 
ordnet ist und jeder MeBwertgeber (8, 9) Idsbar mit dem MeBkolben (1) verixinden ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Trennmittel als Steritfilter (22) ausgebildet ist 
und jeder MeBwertgeber (8, 9) in eine an dem MeBtolben (1) angeordnete Halterung (15. 17) einsetzbar ist. 

25 

10. Vorrichtung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Trennmittel als eine Scheibe (26) aus 
transparentem. jedoch gasundurchlassigem Material ausgebildet ist. auf deren dem Gasinnenraum (7) zugewand- 
ten Seite eine indikatorschicht (27) dauerhaft aufgebracht ist. die auf Anderungen der Qaskonzentration im Gasin- 
nenraum (7) mit einer Anderung der ausgesendeten elektromagnetischen Strahlung im optischen Bereich reagiert, 

30 und der MeBwertgeber (8, 9) als optoelektronisches Bauelement ausgebildet ist. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet. daB der AuslaB (4) fOr das Spulgas 
als Diffusionsrohr mit einer MindestlSnge von 10 mm ausgebildet ist. 

35 12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daB zumindest im EinlaB (3) fOr das 
Spulgas ein Niedrig-Energie-Ventil angeordnet ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Energieversorgung zur Betd- 
tigung der Absperrmittel (5, 6) drahtlos ist. 

40 

14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet. daB die Ubertragung der elektrischen 
Signale der MeBwertgeber (8, 9) drahtlos ist. 



45 
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